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　　The　distribution　of　acetylcholinesterase（AChE）in　crab（E所πα07・μ5∫58舶θ肋）was　studied　histochemically
and　the　following　results　were　obtained．
　　1）In　crab　flexor　muscle　in　the　meropQdite，　it　was　demonstrated　that　AChE　activity　is　high　at　the
neuromuscular　junction，　sarcolemma，　nucleus　and　A－I　junction（o▽erlap　regioll　of　A－band　and　I－band）and
that　these　activities　in　the　muscle丘bers　which　were丘xed　for　50r　10皿in　are　almost　the　same　level　as
those　in　the　un丘xed丘bers，　but　are　markedly　low　in　the丘bers丘xed　f6r　more　than　20　min，
　　2）When　the　muscle丘bers　were　treated　with　the　solution　not　contai血g　the　substrate（acety－
1thiochohne）for　choli且esterase（ChE）and　also　when　treated　with　10－5　M　eseエine，　in　both　cases，　in　un丘xed
五bers．　and　in　5　and　10　min丘xed　fibers，　AChE　activities　distributed　at　the　above　mentioned　regiolls　of
the　muscle丘bers　disappeared．　On　the　other　hand，　it　was　shown　that　the　AChE　activity　of　the且bers
treated　with　10－5　M　di－iso－propylHuQrophosphate（DFP）remains　weak　or　intermediate．
　　From　these　results，　it　was　indicated　that　ChE　is　localized　at　the　neuromuscular　junction，　sacolemma，
nucleus　and　A－I　junction　in　the且exor　muscle　of　crab　and　that　this　enzyme　is　AChE　PhysiQlogical
signi丘cance　of　the　AChE　in　the　crab　fiexor　muscie　was　also　discussed．
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緒 言
　Acetylcholinesterase（以下AChE）の組織化学的研究
は，従来，主として脊椎動物について行なわれており，骨
格筋においてこの酵素は神経筋接合部，横行小管お．よび筋
小胞体などに局在することが認められているト4）．一方無
脊椎動物の骨格筋については，Spielholz　and　Van　der
Kloot5）によれば，　AChEは筋鞘，ならびにその陥入部，
横行小管および筋小胞体に局在するという．
　AChEの生理的意義に関しては，神経筋接合部において
acetylcholine（以下ACh）が遊離したのち，その分解に
必要であるとするもの6），接合部の伝達の機能を調節する
のに役立つとするもの2），筋の刺激伝導に関係すると考え
るもの7）および収縮要素の収縮・弛緩サイクルの調節に役
立つとするもの8酎12）などがあげられる．
　Takeuchi　and　Takeuchi13）ならびにFrank14）は，甲
殻類の神経筋伝達物質は，91utamateにほぼまちがいない
ことを主張しているが，一方においてAChEが甲殻類
のmuscle。homogenateに存．在することも，　Bacq　and
Nachmansohn15）の報告以来広く知られている・
　本論文では，甲殻類（ケガニ）の骨格筋におけるAChE
の存在と分布を組織化学的に検討し，さらに本酵素の生理
的意義として，それが神経筋接合部の伝達や，筋における
興奮収縮連関あるいは収縮要素の活性化に関与するか否か
を論議した、
材料および方法
　実験材料：北海道北見枝幸産，ケガニ（Eプ伽αC餌5
畑η加履）の歩行脚の股節にある屈筋を用いた．
　方法：標本は，歩行脚を基節付近で胴体より分離切断
し，パラフィンワックス上で股節の殻を切開し，屈筋に適度
の張力をあたえ静止長とし，鉗子を用いてその長さに固定
した・この新鮮な材料をそのまま，冷却（0～4。C）した固定
液中に投入して固定した，固定には，0．1Ms－collidine緩
衝液（pH　7．4）を含む2箔glutaraldehyde溶液を用いた．
固定時間は，5分および10分とし，場合により20分および
120分も試みた．また固定を施さない（未固定）標本も作製
した．固定終了後，標本は洗擦された．洗際液として，
0．2M　dextroseを含む0．1　M　s－collidine緩衝液（pH　7．4，
液温0～4℃）を用い，5分間に液を3回交換した・つぎに，そ
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の標本を，acetone－dryiceで凍結し，コールドトーム（サク
ラCM－3　B）を使用して約10μmの厚さの切片にした．そ
の切片をカバーグラスに直接はりつけ，室温で乾燥させた
のち，ChE染色液に浸漬した．浸漬溶液は，　Kamovsky16）
の方法に従い調製された．すなわち，acetylthiochQline
i。dide（以下AThCh）5mgを基質として，それに0．1　M
sodium　hydrogen　maleate緩衝液（pH　6n）を6b　mご，
0．1Msodium　citrateを0．5　m♂，30　mM　copper　sulfate
を1．OmZ，蒸溜水を1，0　m♂，51nM　potassium　ferricyanide
を1．O　mZおよびdextroseを0，79　g加えたものである．
標準浸漬は，室温（約25℃）で60分間行なわれた．その後
上記の三三液で1回二三し，型通りethano1で脱水し，　can－
ada　balsamで封入して検鏡した．なおChEの対照染色
として次の3種類を用いた．
　a）blank処理：基質（AThCh）を標準浸漬溶液より除
外したものを用い，この二三に標本を室温で60分間浸漬
した．
　b）eserine　sulfate（以下eserine）処理＝0．2　M　dex－
troseおよび0．1　M　s－collidine緩衝液を含む10－5　M
eserine（ChE活性は完全に抑制される）溶液を前浸漬溶
液とし，標本を室温で15分間前浸漬した．つぎにこれを
10－5Meserineを含む標準浸漬溶液で室温にて60分間浸
潰した．
　c）Di－iso．propy1Huorophosphate（以下DFP）処理；
10－5MDFPをeserine処理と同様に作用させた・この
処理は，DFPが非特異的ChEを完全に抑制する一方，
AChEを不完全に抑制することから，　ChEの区別のため
に用いられた．各対照染色について以上の操作方法および
手順以外は，すべて前述のそれと同様であった．検鏡およ
び写真撮影には，光学顕微鏡フォトマヅクス（オリンパス）
を使用した・
　試薬：s－collidine（Merck）は精製17）して用い，　glut－
araldehyde（和光純薬），　AThCh（半井化学），　eserine（和
光純薬）およびDFP（和光純薬）を使用した．
実験成績
　固定の有無および固定時間によるChE染色の変化をそ
の分布とともにTable　1に示した．ここに什は強染色を，
升は中等度染色を，＋は弱染色を，±二は微弱染色を，さら
に一は無染色を表わす．未固定標本においては，神経筋接
合部，筋鞘，核およびA帯と1帯の接合部（以下A－1接
合部）はいずれも強染色性を示したが，5分固定では，筋
鞘が朴に，他はすべて柵に染色された．5分固定におけ
るこの変化はFigs．1および2に示されている．また10
分固定では，神経筋接合部，核，およびA－1接合部は，
5分固定の場合と同様に惜に，筋鞘は＋に染色された．
この染色性の差は，Figs．3および4において明らかに認
められる．以上のように，ケガニの筋線維に存在するChE
は，未固定において最も強い活性を示し，固定時間を5分
および10分にしても染色性はあまり変化しなかった．し
かし，固定時間を20分に延長すると，筋鞘の染色性は著明
に低くなり，また核およびA－1接合部のそれも多少低下
したが，神経筋接合部ではあまり変らなかった．さらに固
定時間を延長して120分にすると，Table　1には示してい
ないがChEの分布は全く認められず，筋線維全体が非常
に薄い褐色を呈した．このことは，ケガニの筋線維に存在
するChE染色性が，　glutaraldehyde固定により時間とと
もに失活することを示す．この成績は，Spielholz　and　Van
der　KlOQt5）によっても示されている．したがって以下の
実験では20分および120分固定は行わず，固定時間を10
分までとした．
　つぎに以上のChEの分布が特異的ChE（AChE）であ
るか否かを検討するために，基質であるAThCh非存在下
のblank処理と，本酵素の抑制剤であるeserine（10－5　M）
ならびにDFP（10－5　M）による処理を行った．
　Tabl 　2セこは，　blank処理による成績を示す・未固定，
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5分固定（Fig．5参照）および10分固定のいずれにおいて
もChEの分布は全く見られなかった．このことは，筋線
維のChEは，基質存在下でのみ染色されることを示して
いる．
　10－5Meserine処理によるChEの分布と固定時間に
よるその染色性の変化を，Table　3に示した．この場合に
も，未固定，5分固定（Fig．6参照）および10分固定にお
いて，ChEの分布は全く認められなかった．このことは，
ChE以外の酵素により基質が分解されていないことを意
味する．
　10－5MDFP処理によるAChEの分布と固定時間によ
るその染色性の変化を，Table　4に示した．この場合には
固定の有無ならびに固定時間にかかわらず，神経筋接合部
に升，筋鞘および核に＋，A－1接合部に±の染色性が残
っていた（Fig．7参照）．この残存する染色性は，　DFPが
非特異的ChEを完全に抑制することから，　AChEに由来
するものであることを示す．
　なお，acetoneに直接ふれる切片の周囲は，非常に薄い褐
色を呈していた．この変化は，場合によりA帯およびZ帯
にも認められたが，上述のようにこれが対照染色について
も観察されたことから人工産物であると考えられる（Fig．
8参照）．
　以上の成績については，いずれも再現性が認められた．
考 察
　筋におけるAChE染色に関するこれまでの報告におい
て，標本の固定に必要な時間は，研究者によりかなり異な
っている．たとえば，Karnovsky16）は，ラットの心筋を用
いて，4傷f。rmaldehydeにより2．5～3．5時間固定した標
本につきAChEを検出し，また，　Karnovsky　and　RoQt18）
は，モルモットの横紋筋につき，10傷formalinによる一
昼夜固定により，また，Davis　and　Koelle19）は，マウスの
助間筋を用い，4％fQrmaldehydeで2時間固定すること
によりAChEを証明している．一方これらと異なり，
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Spielholz　and　Van　der　Kloot5＞は，甲殻類の筋線維を3％
91utaraldehydeで2時間固定すると，　ChEは完全に抑制
されること，また20分固定では，その活性はわずか残るに
すぎないことを報告している．本実験においてわれわれは，
glutaraldehydeがfQrmaldehydeに比し組織の保存在
においてきわめて良好であることから，固定液として2％
glutaraldehydeを用いた．上記の成績が示すように未固
定，5分および10分固定ではAChEの染色性は良好であ
ったのに対し，20分固定では染色性が弱くなり（Figs，1～
4；Table　1），また，120分固定では，　AChE活性を認める
ことができなかった．したがってこの成績は，ケガニの筋線
維のAChEはglutaraldehyde固定に対しかなり不安定
であることを示す点で，Spielholz　and　Van　der　Kioot5）
のザリガニに関する上の報告と一致する．しかしこれは，脊
椎動物の神経筋接合部において，glutaraldehyde固定が
AChE活性をやや抑制するが，4～6．5傷glutaraldehyde
で2～6時間固定してもなおAChE活性が証明されると
いうSabatini　6オαZ．20）の報告とは異なる．この性質の差
異については，動物の種類の差あるいは酵素の性質の差（後
述）などが考えられるが，現在なお不明である．
　筋において組織化学的に証明されるChEが特異的ChE
であるか，あるいは非特異的ChEであるかを検討するた
めに，Barrnett1・2）は，ラットの横隔膜のChEが，　eserine
（10－5M）およびDFP（10－5　M）処理によりそれぞれ完全
および不完全に抑制されることから，その神経筋接合部の
酵素はAChEであること，また，同様の目的ならびに方
法でKarn・vsky16）もラットの心筋に認められるものは
AChEであることを報告している．われわれのケガニを
用いた実験においても，blank処理，　eserine処理および
DFP処理により上述の報告と同様の結果（Figs．5～7；
Table　2～4）が得られた．したがってこのことから，検出
されたChEは，大部分が特異的ChEすなわちAChEで
あることが明らかである．このことはまた以下の事実によ
っても支持される．すなわち，前述のようにDFP（10－5　M）
は，非特異的ChEを完全に抑制するが，　AChEに対して
は不完全に抑制するとされているが，われわれのDFP処
理に関する成績において，ChE活性の抑制は全体的に弱
く，なおかなりの活性が残ることが示された．このことは，
ケガニ筋に分布するChEには，特異的なものと非特異的
なものとが混在しているとしても，後者の含まれる割合は
比較的少ないことを示唆する．なおSpielholz　and　Van
der　Kloot5）は，甲殻類の筋線維についてAChEの抑制
剤であるBW　284　c　51（10－4　M）と非特異的ChEの抑制
剤であるquinidine（10－4　M）を用いて，甲殻類の筋で検
出されるChEは，　AChEであることを示したが，基質阻
害を示さない点で，本来のAChEと異なり，AChEの
isozylneである可能性を示唆した．われわれのケガニ筋の
場合についても，組織化学的に検出されたChEはAChE
であることが示されたが，前述のようにこれがglutara1－
dehyde固定に対し不安定である事実は，本AChEが脊
椎動物の筋に分布するAChEとは性質が異なることを示
し，上のSpielholz　and　Van　der　Kloot5）の見解を支持
するように思われる．
　Brandt　8如♂，21）は，甲殻類の骨格筋の微細構造に関し，
アメリカザリガニを用いて表面膜が筋線維内に陥入し，そ
こから横行小管が走り，A－1接合部で二連構造を形成して
いることを示した．この成績を考慮すると，ケガニの筋線
維におけるA－1接合部でのAChEの強い分布は，単に横
行小管あるいは収縮要素におけるそれとは考えられず，そ
の局在は二連構造を形成している部分に相当し，それを反
映するように思われる．しかしこの点については，さらに
電子顕微鏡による検討が必要であろう．
　甲殻類の筋線維にAChEが局在するというSpielholz
and　Van　der　Kloot5）の報告と一致して，本実験において
もケガニ骨格筋の神経筋接合部，筋鞘，核およびA－1接
合部に，AChEが強く分布することが明らかにされた．
　Takeuchi　and　Takeuchi13）およびFrank14）によれば，
甲殻類の筋肉においては，AChは，神経筋接合部の伝達物
質ではないとされている．もし彼らの報告が正しいとすれ
ぽ，ケガニ骨格筋においてAChEは伝達物質を直接分解
するとは考えられない．したがって，ケガニ筋では，放出
されたAChを分解するのにAChEが必要であるという
Nachmansohn6）の考えよりは，　Barrnett2）のように，
AChEが神経筋接合部の伝達機能を調節する可能性を考
えた方がよいように思われる．また前述のように，AChE
が表面膜および横行小管にそって分布し，二連構造部に強
く局在するものとすれぽ，AChもこれらの部に存在する
可能性がある，したがって，ケガニの骨格筋ではNachma－
nsohn7）が示唆しているように，　AChが興奮膜における
イオン移動を調節することと関連してAChEは筋の興奮
収縮連関の過程にある役割を演じていると考えることも可
能であろう．
要 約
　ケガニの骨格筋におけるacetylcholinesterase（AChE）
の分布を組織化学的に検討し，以下の成績を得た．
　1）ケガニ勾配の屈筋において，AChEの染色性は神経
筋接合部，筋鞘，核およびA－1接合部で高いことが示さ
れた．また，この染色性は未固定，5分および10分固定標
本でほとんど同程度に認められたが，20分以上の固定では
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著しく低下した．
　　2＞筋線維標本につき，基質を含まない浸漬溶液による
blank処理，ならびに10　5　M　eserine処理を行うと，い
ずれの．場合にも，未固定，5分および20分固定において，
筋線維の各部位に分布するAChEの染色性は消失し，一
方10－5M　di－iso－propy田uorophosphate（DFP）処理で
は染色性が微弱～中等度に残ることが示された．
　　以上より，ケガニの筋線維において，ChEが神経筋接合
部，筋鞘，．核およびA－1接合部などに分布すること，ま
たこの酵素はAChEであることが明らかにされ，さらに
このAChEの生理的意義についても論議された．
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Legends　for　figures
Hg・1
Fig．2
Fig。3
Fig．4
Fig・5
Fig・6
Fig・7
Fig．8
Longitudinal　section　of　crab且exor　muscle　incubated　for　cholinestefase．　Fixation，5min；
Substrate，　acetylthiocholine　iodide；Incubation，60　min．　Black　reaction　product　indicates
cholinestrase　activity．　Alj，　A－I　junction．　A，　A－band，　Nj，　neuromuscular　junction．　A
．band　is　negative．　×1，850．
Longitudinal　section　of　crab　flexor　muscle　incul）ated　for　cholinesterase．　Fixation，5min，
Substrate，　acetylthiocholine　iodide；Incubation，60皿in。　N，　nucleus；S，　sarcolemma；
X1，850．
Longitudinal　section　of　crab　flexor　muscle　incubated　for　chQlinesterase．　Fixation，10
min；Substrate，　acetylthiocholine　iodide；Incubatio11，60　min．　Nj，　neuromuscular　lunc－
tion．　×185．
Longitudinal　section　of　crab且exor　muscle　incubated　for　cholinesterase．　Fixation，10
min；Substrate．，　acetylthiocholine　iodide；工ncubation，60　min．　Reaction　product　is．　present
in　nucleus（N）and　A－I　lunction（Alj）．　×1，850，
Longitudinal　section　crab　Hexor　muscle　incubated　withQut　subs．trate．　Fixation，5min；
Incubation，60　min．　No　reaction　product．×1，850．
Longi．tudinal　section　of　crab　flexor　muscle．　Fixation，51nin．　Cholinestαase　activity
was　inhibited　with　eserine　sulfate（10－5　M）．　Section　was　pretreated　w．ith　eserine（10－5　M）
for　15　min，　then　incubated　for　60　min　ill　medium　containing　acetylthiocholine　as耳ub－
stfate　and　eserine．　Note　complete　absence　of　reation　product．×1，850．
Longitudinal　section　of　crab　flexor　muscle．　Fixation，10　min．　Cholinesterase　activity　was
incompletely　inhibited　with　di－iso－propy1且uorophosphate（DFP）（10－5M＞．　Section　was
pretreated　with　DFP　for　15　min，　thell　incubated　for　60　min　in　Inedium　containing　acetyl－
thiocholine　as　substrate　and　DEP．　Reaction　product　was　present　at　the　neuromuscular
junction（Nj＞and　nucleus（N）．　x370．
Longitudinal　section　of　crab且exor　muscle　incubated　without　substrate．　A，　A－band；
Z，Z－1ine．　x1，850．
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